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Abstract: Regenerative endodontics has been described as a paradigm shift in dentistry, despite its current
limitation to immature teeth and reparative rather than regenerative outcomes. Cell-free treatments are
favored because of regulatory issues. However, the recruitment of host-derived stem cells to the desired
site remains challenging. We investigated whether dental pulp-derived exosomes, which are extracellular
vesicles that contain proteins, lipids, RNA, and DNA and thus mirror their parental cells, may be used for
this purpose. The use of exosomes may present appreciable advantages over the direct use of transplanted
stem cells due to a higher safety profile, easier isolation, preservation, and handling. Here we harvested
exosomes from a cultured third-molar pulp cell and assessed them by transmission electron microscopy
and Western blotting. Human mesenchymal stem cells (MSCs) were exposed to these exosomes to assess
exosome uptake, cell migration, and proliferation. In addition, a fibrin gel (i.e., a diluted fibrin sealant),
was assessed as a delivery system for the exosomes. Our results show that exosomes attracted MSCs, and
the fibrin gel enhanced their effect. Moreover, exosomes improved the proliferation of MSCs. Therefore,
we propose that pulp-derived exosomes in combination with a fibrin gel could be a powerful combination
for clinical translation towards improved cell-free regenerative endodontics and thus represent a new way
to fill dental hard tissues.
DOI: https://doi.org/10.3390/jcm9020491
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current  limitation  to  immature  teeth and reparative rather  than regenerative outcomes. Cell‐free 
treatments are favored because of regulatory issues. However, the recruitment of host‐derived stem 
cells  to  the  desired  site  remains  challenging.  We  investigated  whether  dental  pulp‐derived 
exosomes, which are extracellular vesicles that contain proteins, lipids, RNA, and DNA and thus 
mirror  their  parental  cells, may  be  used  for  this  purpose.  The  use  of  exosomes may  present 
appreciable advantages over the direct use of transplanted stem cells due to a higher safety profile, 
easier isolation, preservation, and handling. Here we harvested exosomes  from a cultured third‐













materials  to  seal off  remaining dental hard  tissues  against  the oral  cavity. However,  the  current 
“regenerative” treatment approach is limited to revascularization of necrotic pulp spaces in immature 
roots of young teeth with open apices. It suffers from multiple shortcomings such as blood‐derived 




cell  homing  and  includes  disinfection  of  the  pulp  space  using  a  sodium  hypochlorite  solution 
followed by dentin conditioning using a decalcifying agent such as EDTA to release growth factors 
from the hard tissue phase of dentin [2–4]. One of the main challenges in this strategy is to recruit the 
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[9–11].  However,  the  costs  of  the  lab  work,  cell  expansion,  and  delivery  make  this  treatment 






pulp  space  and  subsequent  cell  differentiation  by  implementing  chemokine  delivery  systems  in 
regenerative endodontic procedures [4,13,14]. Another option could be to use dental pulp‐derived 
exosomes in regenerative procedures [15]. Recently, there was a paradigm shift concerning the use 





















exosomes  from dental pulp cells  trigger  the migration of stem cells. Furthermore, we studied  the 










































was  cut  and  incubated with  either  the  primary  antibodies  against  CD9  or  Grp94  (1:1000;  Cell 











the dye solution was added  to  the  flask  (1 μL/mL). After 20 min of  incubation,  the medium was 
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HBMMSCs were cultured  in an 8‐well Chamber Slide System (Ibidi, Planegg, Germany). The 
fluorescently‐labeled exosomes were added  to HBMMSCs. After 3 h of  incubation,  the cells were 
fixed with 4% paraformaldehyde at room temperature for 20 min, permeabilized with 0.1% Triton X‐
100 (Sigma‐Aldrich, St Louis, MO, USA), and stained with Alexa Fluor 488 phalloidin (Thermo Fisher 
Scientific). After washing  in PBS,  the  chambered  coverslip was  removed,  and  the  samples were 
mounted in ProLong Gold Antifade Reagent with DAPI (Cell Signaling Technology). The samples 








After  HBMMSCs  reached  80%  of  confluence,  they  were  starved  overnight  in  an  FBS‐free 
medium. The next day they were placed on the top of Transwell inserts with a pore size of 8 μm 




24 h. Cells were  fixed  in 3.7%  formaldehyde, permeabilized by 100% methanol and  stained with 
crystal violet  (Acros Organics, Geel, Belgium). The  inside of each  insert was cleaned using cotton 










For  the  negative  control,  DMEM  without  supplements  was  used.  Cell  proliferation  was 










the  Student’s  t‐test  was  used  to  compare mean  values  between  individual  groups.  Bonferroni 
adjustment was applied for multiple comparisons. The level of statistical significance was set at p < 
0.05. 
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Figure 3. Cell migration was assessed 24 h after  the  exosomes harvested  from human pulp were 













even  stronger  in  combination  with  exosomes  (Figure  5A,B).  Thrombin,  the  other  component, 





























stem  cells  and  dental  pulp  cells  extracted  from  human  teeth.  Consequently,  no  final  clinical 
conclusions can be drawn. However, our experimental set‐up mimics the clinical situation. We used 
human  bone marrow‐derived mesenchymal  stem  cells  because  in  clinics we mostly  rely  on  the 
recruitment of patients’ endogenous cells from the blood [28]. Moreover, the application of the fibrin 
product is clinically established and is already authorized in the European Union [29]. 
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The  advantage  of  this  approach  is  that no  cell  sorting  or  other  time‐consuming manipulation  is 




TEM and  surface antigen expression  results  indicate  that our  isolated particles  from human 
dental pulp were predominantly exosomes as defined. Extracellular vesicles are described as cell‐
derived vesicles that are enclosed by a lipid bilayer (Figure 1B). Exosomes are highly heterogeneous 










The  transplantation  of dental  pulp  cells  or  other  stem  cells  into  an  empty  canal  shows  the 
formation of pulp‐like tissue [9,10]. However, due to the limitations listed above, this approach will 
not  be  implemented  in  clinics within  the  near  future. A major  shortcoming  of  the  cell  homing 
approach, on the other hand, is the possible shortage of stem cells able to regenerate the pulp [12]. 
Since exosomes from human pulp trigger the migration and proliferation of human bone marrow‐
derived  stem cells  (as  shown  in  this  study),  they could become  the perfect  tool  to overcome  this 
recruitment  limitation. Moreover, scaffold  instability  is one of  the main  reasons  for  the  failure of 











since  their  individual  activity  to  induce  migration  of MSCs  is  further  enhanced  substantially. 
Nevertheless, future studies should also compare different scaffolds in this respect [24]. Moreover, it 
is not known whether exosomes offer any true advantage over carefully composed cytokine/growth 





differentiation potential of MSCs  increases  in gels containing high  fibrinogen concentrations. The 
authors suggested that the promotion of the differentiation might be due to higher concentration of 










Here we  show  that  exosomes  secreted  from  dental  pulp  cells  induce  the  recruitment  and 
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